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1. Úvod 

Nádorové ochorenia patria k civilizačným chorobám, ktoré sa v posledných rokoch 

vyskytujú čoraz častejšie. K liečbe nádorových ochorení sa v klinickej praxi veľmi často 

využívajú chemoterapeutika na báze platiny ako je cisplatina a jej analógy. Vo väčšine 

prípadov má liečba mnoho vedľajších účinkov a nie je trvácna. Vývoj nových liečiv 

sa preto zameriava na chemické zlúčeniny, ktoré majú malé vedľajšie účinky pri 

zachovaní rovnakého alebo lepšieho terapeutického efektu. Vďaka tomuto vznikajú nie 

len nové látky na báze iných ťažkých kovov ale stále je aktuálna aj syntéza a výskum 

nových komplexov platiny. Protinádorové účinky zlúčenín platiny používaných 

v klinickej praxi spočívajú v interakcii liečiva s D N A v jadre rakovinových 

buniek, ktorá je spojená s nasledujúcou biologickou odpoveďou na vzniknutú 

modifikáciu D N A a môže viesť až k vyvolaniu programovej smrti nádorových buniek. 

Mechanizmus interakcie liečiva s D N A nieje totožný pre všetky komplexy platiny. 

Jeden z experimentov, ktorým sa dá preukázať, že biologickým cieľom je DNA, je 

sledovanie vplyvu danej látky na filamentačný rast u baktérií Escherichia coli. Keď 

použitá zlúčenina inhibuje delenie buniek no nie ich rast, prerastajú bakteriálne bunky 

do dlhých filamentov. Filamentácia je jeden z prvých indikátorov, že biologickým 

cieľom zlúčeniny j e DNA. 
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1. Teoretická časť 

1.1. Platinové komplexy s protinádorovým účinkom 

Platina sa nachádza v desiatej skupine periodickej tabuľky medzi prechodnými 

kovmi. Platinové komplexy majú biologické vlastnosti, vďaka ktorým sa môžu radiť aj 

k účinným chemoterapeutikám proti nádorovým ochoreniam. Najznámejším 

protinádorovým liečivom na báze platiny je cisplatina (ds-diammindichloroplatnatý 

komplex, cDDP). Schopnosť cisplatiny potlačovať delenie bakteriálnych buniek objavil 

Barnett Rosenberg z Michiganskej štátnej univerzity. Študoval vplyv elektrického poľa 

na rast baktérie Escherichia coli pomocou platinových elektród (Rosenberg et al, 1965, 

Rosenberg et al, 1980). Do nádoby s príslušnými baktériami a živným roztokom 

obsahujúcim amónne soli umiestnil elektródy zapojené do elektrického prúdu. 

V takomto prostredí došlo elektrolýzou materiálu platinových elektród k vzniknutiu 

zlúčeniny, ktorá spôsobila zastavenie delenia bakteriálnych buniek, no bez inhibície ich 

rastu. Dochádzalo k uvoľňovaniu platiny do roztoku chloridu amónneho, s ktorým 

následne reagovala za vzniku aktívnych komplexov (NH^PtClô. (Rosenberg et al, 

1999). Výsledky tohto objavu podnietili vedeckú komunitu k ďalšiemu výskumu 

cisplatiny, testovaním na nádorových bunkách a následným klinickým testom. Vďaka 

výborným výsledkom uvedených testov sa stala cisplatina a následne aj jej analogy 

ústrednými potenciálnymi zlúčeninami pre liečbu nádorových ochorení. 

Cisplatina je neutrálny komplex s planárnou štruktúrou (Obr. 1, 2). 

Aminoskupiny sú naviazané silnou koordinačnou väzbou na centrálny atóm platiny, 

ktorá sa nachádza v II oxidačnom stupni. Medzi atómami chlóru a platiny je väzba 

slabšia, čo môže viesť k ich nahradeniu nukleofilmi. Vo vodných roztokoch a na svetle 

sa rozkladá na menej účinné komplexy. 

Obrázok 1: Vzorec cisplatiny (Roseberg, 1999) Obrázok 2:3D štruktúrny vzorec cisplatiny 
(https://en. wikipedia. org/wiki/Cisplatin) 
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Obrovská úspešnosť pri klinických testoch vyvolala veľký predaj tohto 

cytostatika. Jej použitie sa žiaľ vzťahuje najmä na liečbu nádorov orgánov pohlavného 

ústrojenstva a to semenníkov a vaječníkov, ďalej močového mechúra a malígnych 

nádorov krku a hlavy (Kostova, 2006). Práve jej malé spektrum pôsobnosti je jedným 

z hlavných nevýhod tohto lieku (Perez, 1998). Medzi najrozšírenejšie typy rakoviny 

patrí rakovina pŕs, podžalúdkovej žľazy a kolorektálny karcinom. Tieto malignity 

bohužiaľ vykazujú prirodzenú rezistenciu voči liečbe s využitím cisplatiny (Brabec at 

Kašpárkova, 2005). Ďalšou z nevýhod sú jej vedľajšie účinky. Najčastejším z nich je 

nefrotoxicita. Cisplatina poškodzuje tubulárnu funkciu obličiek, čo vedie ku klesnutiu 

hladiny magnézia a zníženej účinnosti glomerulálnej filtrácie. Medzi vedľajšie účinky 

ďalej patrí myelotoxicita, teda narušenie krvotvorby v kostnej dreni, porušenie 

nervových dráh, periférna neuropatia a poškodenie sluchu (výpadky pre vysoké 

tóny; Adam et al, 2003). Potlačenie alebo aspoň zmiernenie niektorých z vedľajších 

účinkov je možné, no napriek tomu predstavujú komplikácie pri liečbe chemoterapiou 

pomocou cisplatiny významnú záťaž pre organizmus pacienta. Ďalším negatívom je 

mutagenný účinok často vyvolaný pri liečbe cisplatinou, vďaka čomu môžu 

v konečnom dôsledku v tele vznikať aj ďalšie nádory. Rovnako závažným problémom 

je taktiež častý vznik rezistencie nádorov na cisplatinu pri opakovanom podaní. Vo 

väčšine testovaných prípadov, bunky vystavené cisplatine aktivovali adaptačnú 

odpoveď, ktorá ich urobila menej citlivými na antiproliferačné a cytotoxické účinky 

lieku a nakoniec došlo k obnove ich proliferácie vytvorením rezistencie na liečivo. 

Veľká časť pacientov liečených cisplatinou je teda predurčená k recidíve nádoru 

a terapeutickému zlyhaniu (Galluzzi et al., 2014). Kvôli týmto dôvodom je dôležité 

vyvinúť liečivo s menšími nežiaducimi účinkami. 

Karboplatina (ds-diammin-( 1,1 -cyklobutándikarboxyláto)platnatý komplex) j e 

biologicky aktívnym derivátom cisplatiny (Blommaert, 1995; Obr. 3, 4) Odvodzuje 

sa nahradením dvoch slabo viazaných chlórov cyklobutánodikarboxylátovým ligandom. 

Ten vo vode disociuje pomalšie než chlór v cisplatine. Dôsledkom toho je vyššia 

stabilita karboplatiny a teda menšia toxicita no zachovanie terapeutických účinkov. 

Karboplatina má nižšiu neurotoxicitu a nefrotoxicitu v porovnaní s cisplatinou 

(McKeage, 2000). Nežiaducim účinkom je však útlm krvotvorby, môže taktiež 

spôsobovať dermatitídu, mukozitu, alergické reakcie, zmeny chutí (Adam et al, 2003). 
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Obrázok 3: Vzorec karboplatiny (https://sh.wikipedia.org/wiki/Karboplatin) 

Obrázok 4: 3D štruktúrny vzorec karboplatiny 

(https.V/sh.wikipedia. org/wiki/Karboplatin) 

Oxaliplatina ((lR,2R-diaminocyklohexán)oxalátplatnatý komplex) je ďalším 

analógom vzniknutým nahradením chloridových atómov a amónnych iónov oxalátovým 

ligandom a diaminocyklohexánom (DACH Obr. 5, 6).Často sa kombinuje s 5-

fluorouracilom a aktívnou formou kyseliny listovej. Táto kombinácia je účinná voči 

Obrázok 5: Vzorec oxaliplatiny (https://en.wikipedia.org/wiki/Oxaliplatin) 
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Obrázok 6:3D štruktúrny vzorec oxaliplatiny 
(https://en. wikipedia. org/wiki/Oxaliplatin) 

kolorektálnemu karcinomu. Oxaliplatina má však negatívny účinok na 

gastrointestinálny trakt a nervovú sústavu (Brabec et Kašpárkova, 2005). Poruchy 

nervovej sústavy môžu viesť k poškodeniu prehltania. Môže dôjsť k nevoľnosti 

a zvracaniu. Tieto symptómy sa prejavujú akútne po vnútrožilnom podaní a sú dobre 

ovplyvniteľné sérotonínom (Adam, 2003). V porovnaní s cisplatinou je jej účinnosť 

vyššia a toxicita voči obličkám nižšia. Nebola zistená krížová rezistencia s cisplatinou 

a karboplatinou (Tashiro et ah, 1989). 

Nedaplatina, lobaplatina, heptaplatina sú látky, ktorých mechanizmus 

biologického účinkuje stále predmetom výskumu (Obr. 7). V praxi sa používajú 

v Japonsku a Latinskej Amerike a nepoužívajú sa v Českej republike. Nedaplatina má 

na platinu naviazané rovnaké NH3 ligandy ako cDDP a karboplatina no obsahuje 

odlišnú odstupujúcu skupinu. Lobaplatina a heptaplatina sa štruktúrne približujú 

oxaliplatine. Odlišujú sa odstupujúcimi Ugandami. Lieky obsahujúce tieto komplexy 

majú menej závažné vedľajšie účinky. V organizme pôsobia necielene, čiže zasahujú aj 

zdravé normálne bunky. Tento problém je spoločný pre všetky vyššie opísané látky 

(Hannon, 2007). 
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2 "2 O 
nedaplatina lobaplatina. LP-D1 heptaplatina 

Obrázok 7: Vzorce nedaplatiny, lobaplatiny a heptaplatiny (Pizarro et Sadler, 2009J 

1.2. Molekulárny mechanizmus účinku cisplatiny 

1.2.1. Vstup cisplatiny do organizmu a buniek 

Cisplatina sa podáva pacientom intravenózne v nereaktívnej forme. V krvnom 

riečisku ľudského tela je vysoká koncentrácia chloridovým iónov (približne 

100 mM), čiže chloridové Ugandy hydrolyzujú v krvi oveľa pomalšie ako v bunke, kde 

je ich koncentrácia podstatne nižšia. 

V minulosti sa predpokladalo, že cisplatina preniká do bunky pomocou pasívnej 

difúzie. No novšie výskumy naznačujú, že cDDP môže byť do bunky transportovaná 

aktívne. Na tomto prenose sa podieľajú prenášače medi ako napríklad Ctrl (copper 

transportér 1; Howell et ah, 2010), ktorý udržiava homeostázu medi v organizme. 

Predpokladá sa, že cisplatina a meď sa vyskytujú súčasne v bunke a prechádzajú cez ten 

istý pór (Jain et al, 2017). Po vstupe cisplatiny cez cytomplazmatickú membránu bunky 

dochádza k odstúpeniu jedného atómu chlóru. Táto zmena sa deje na základe zmeny 

Obrázok 8: Schéma transportu cisplatiny do bunky (Jain et ah, 2017) 
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iónovej sily prostredia a vedie k vytvoreniu monoakvaformy cisplatiny. Následne 

komplex putuje cytoplazmou k miestu terapeutického účinku a dochádza k odstúpeniu 

aj druhého chloridového Ugandu za vzniku diakvaformy. Tá j e kladne nabitá a preto je 

vysoko reakčná so záporne nabitou molekulou D N A v jadre bunky (Obr. 8). 

1.2.2. Cieľové miesto cisplatiny 

K prvým indikátorom, že biologickým cieľom cisplatiny je D N A v jadre bunky 

patria výskumy, ktorými bol zistený filamentačný rast baktérií E. coli. Ďalším 

ukazovateľom je lýza buniek E. coli obsahujúcich bakteriofága X, ktoré boli ošetrené 

cisplatinou. Túto reakciu spôsobujú interakcie D N A s D N A poškodzujúcimi 

substanciami v dôsledku čoho sa inhibuje bunkové delenie v lyzogénnych baktériách 

(Johnston et al, 2013). Počas iného výskumu sa pomocou rádioaktívne označených 

prekurzorov zistilo, že cDDP inhibuje syntézu D N A (Elizabeth eŕLippard, 1999). 

Prostredníctvom ďalšieho výskumu bolo sledované množstvo naviazanej platiny 

v HeLa bunkách a bolo porovnané pre rôzne biomakromolekuly. Výsledky vykazovali 

22 naviazaných platinových atómov na 1 molekulu DNA. Pri molekule R N A sa 

množstvo naviazaných platinových atómov líšilo vzhľadom na druh RNA a to rôznym 

pomerom atómov platiny k typu RNA. Pri mRNA to bol 1 atóm Pt k 1 molekule 

mRNA, 1 atóm Pt k 30 molekúl rRNA a 1 atóm Pt na 1500 molekúl tRNA (Pascoe et 

Roberts, 1974). 

Experimentálne bolo potvrdené, že dominantná cieľová štruktúra pre platinové 

cytostatika je DNA. Viažu sa koordinačnou väzbou a menia štruktúru D N A tak, že už 

ďalej nieje možné replikovat' D N A bunkovým aparátom. Poškodenie môže byť tak 

významné, že vedie k aktivácií proapoptických signálnych dráh a k bunkovej smrti 

(Maltsumoto et al, 1997). 

Pri reakcii s molekulou D N A dochádza najprv k elektrostatickým interakciám 

medzi záporne nabitým fosfátovým skeletom a kladne nabitým platinovým 

akvatovaným komplexom (mono- aj diakvaforma). Cisplatina sa prednostne viaže na 

dve bezprostredne susediace báze v jednom reťazci D N A (Hemminki et Ludlum., 

1984). Kovalentne sa viaže cez odstupujúci ligand vody na dusík v pozícii 7 (N7) 

purínových bází (adenín a guanín). Vytvorí sa monofunkčný adukt cisplatiny na DNA. 

Okrem monofunkčných aduktov môžu vznikať aj bifunkčné adukty a to v prípade 

stérickej blízkosti druhého Ugandu a reaktívnej pozície na heterocyklickej bázi. Takto 

môžu vznikať vnútroreťazcové (IAC- intrastrand-crosslink) alebo medzireťazcové 
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Obrázok 9: Typy aduktov tvorených cisplatinou. (a) medzireťazcový mostík, 
(b) vnútroreťazcový mostík l,2-d(GpG), (c) 1,3-GXG-vnútrorežazcový 
mostík (Gonzalez, 2001) 

(IEC- interstrand-crosslink) mostíky (Mattern et al, 1982, Obr. 9). Vytvorené adukty 

spôsobujú lokálnu denaturáciu, výsledkom čoho je deformácia DNA. Pod touto 

deformáciou rozumieme ohyb a rozvinutie DNA, čo spôsobuje blokáciu replikácie 

a transkripcie. Aj samotný adukt platiny predstavuje prekážku pre polymerázu čo 

prispieva k blokácií replikácie. Pokiaľ nieje dané poškodenie opravené, smeruje táto 

bunka k apoptóze. 

1.2.3. D N A adukty cisplatiny 

Cisplatina tvorí D N A adukty, ktoré vedú ku konformačným zmenám v DNA. 

Najvyskytujúcejší vnútroreťazový mostík je 1,2-GG a 1,2-AG (Obr. 10). Dochádza 

k lokálnemu rozvinutiu helixu o 9-11°. Os helixu sa ohne smerom k veľkému žliabku 

približne o 60°. Malý žliabok helixu sa stáva plytším. Celkovým ohnutím helixu sa 

deformujú aj báze DNA. Vrtuľovo sa skrúcajú no zachovávajú si medzi sebou vodíkové 

väzby. 
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Obrázok 10:1,2-vnútroreťazcový mostík vytvorený 
interakciou cisplatiny a DNA (Takahara, P. M.; 
Rosenzweig, A. C ; Frederick, C. A.; Lippard, 1995) 

Platinové atómy sú vytlačené z priestoru guanínových bází a vytvorí sa sférické pnutie 

(Jamieson et Lippard, 1999). 

Ďalší z aduktov cisplatiny je 1,3-vnútroreťazový mostík d(GpNpG, Obr. 11). 

Spôsobuje rozvinutie o 19° a os helixu sa ohýba o približne 30 ° smerom k veľkému 

žliabku (Fichtinger-Schepman, et al, 1985). 

Mostík sa môže vytvoriť aj na protiľahlých sekvenciách 5'-GC-3'. V takomto prípade 

hovoríme o medzireťazcových mostíkoch. Tie sa nachádzajú vo vnútri helixu 

Obrázok 11: 1,3-vnútroreťazcový mostík vytvorený interakciou cisplatiny a 
DNA, (Takahara, P. M.; Rosenzweig, A. C; Frederick, C. A.; Lippard, 1995) 

17 



Obrázok 12: Medzireťazcový mostík (Takahara, P. M.; Rosenzweig, A. C; Frederick, 

C. A.; Lippard, 1995) 

a komplementárne báze, ktoré nie sú zahrnuté v mostíku sú vytláčané von z helixu. 

Vytvárajú sa tak deformácie prispievajúce k nepravidelnostiam DNA. Ovplyvňujú 

aspoň 4 okolité báze. V prípade, že cisplatina spôsobí vznik mostíkov, a to vždy 

v malom žliabku, dôjde k zmene na ľavotočivú dvojzávitnicu (Jamieson et Lippard, 

1999). Mostík ohýba os závitnice o 20-40° k malému žliabku a rozvíja o 76-80° 

(Fichtinger-Schepman et Van der Veer, 1985). 

1.2.4. Bunková odpoveď baktérie E.coli na cisplatinu 

Existuje mnoho rôznych druhov rakovin a každá z nich má iné vlastnosti a preto 

je nepravdepodobné, že by sa našiel jeden liek na všetky druhy. Z tohto dôvodu je 

dôležité čo najlepšie pochopiť molekulárny mechanizmus zodpovedný za moduláciu 

bunkovej odpovedi a tak optimalizovat' nové terapeutické stratégie pre použitie 

cisplatiny. Je niekoľko proteínov, ktoré rozpoznávajú ohýbanie D N A indukované 

špecifickými aduktmi cisplatiny. Lezie D N A sú rozpoznávané makromolekulami, ktoré 

rozpoznávajú poškodenia a môžu tieto chyby spôsobené aduktmi cisplatiny opraviť. 

V bunkách E. coli sa ako odpoveď na poškodenie D N A spúšťa súbor 

neprepojených génov vytvárajúcich SOS dráhu. Aktivácia uvedenej dráhy môže 

podporiť prežitie buniek tým, že sa zvýši hladina enzýmov zodpovedajúcich za opravu 
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DNA. Regulácia týchto enzýmov je sprostredkovaná proteínom LexA, ktorý pri 

nepoškodenej D N A udržuje nižšiu hladinu opravných enzýmov (Little, Mount, 1982). 

RecBCD je enzým E. coli potrebný k oprave dvoj vláknový ch zlomov D N A pomocou 

homologickej rekombinácie. Oprava zahŕňa kopírovanie nepoškodeného vlákna 

homológnej sekvencie D N A a spojenie tejto kópie s poškodeným reťazcom. Prvým 

krokom je spracovanie D N A poškodenej aduktom tak aby sa vytvorili voľné 

3'-jednovláknové chvosty (Kowalczykowski et al, 2000). K vytvoreniu 

jednovláknových chvostov je potrebný vyššie spomenutý RecBCD a jeho interakcie 

s oktamérnou sekvenciou nazývanou Chi. Protein RecBCD je enzým, ktorý patrí 

k ATP- dependentným helikázam uvoľňujúcim a oddeľujúcim D N A a zároveň aj 

nukleázam, ktoré vytvárajú j ednovláknové zárezy v D N A (Singleton et al, 2004). 

Enzým RecBCD sa viaže na zlomený koniec dsDNA a rýchlo uvoľňuje duplex 

mechanizmom závislým na ATP (Taylor, Smith, 1995). Takto rozvinutá D N A je 

pripravená na opravu dvoj vláknový ch zlomov (Chadhury et Smith, 1985). Rozvíjanie 

pokračuje a 3' koncové vlákno je kontinuálne degradované endonukleázovou aktivitou. 

Odvíjanie pokračuje kým enzým nenarazí na Chi sekvenciu. Vtedy enzým RecBCD 

„pretne" D N A a vytvorí jednovláknový 3' ssDNA koniec (s Chi sekvenciou blízko jeho 

konca), na ktorý pripojí RecA protein. RecA katalyzuje inváziu 3' konca ssDNA reťazca 

vzniknutého v predchádzajúcom kroku s donorovým duplexom za vzniku tzv. D-slučky. 

Donorová D N A pôsobí ako templát pre syntézu „opravenej" D N A (Dillingham et 

al, 2003). Po invázií a výmene reťazca D N A môže replikácia nastať z 3' konca inváznej 

ssDNA. RecA má tiež bipolárnu aktivitu čiže translokuje pozdĺž oboch reťazcov, 

pričom každý z nich má opačnú polaritu (Dillingham et al, 2008). RecB aj RecD majú 

záhyby charakteristické pre D N A helikázy super-rodiny 1. C-koncová nukleázová 

doména je pripojená dlhým flexibilným linkerom k proteinu RecB. V aktívnom mieste 

nukleázy sa nahrádza natívny horčíkový ión vápenatým iónom. RecC protein je 

doskový skelet, okolo ktorého je RecB zabalený. Má taktiež tri kanály prechádzajúce 

cez neho a to veľký kanál viažuci RecB a dva menšie kanály pre každý paralelný D N A 

koniec (Dillingham et al, 2003). Po ukončení opráv D N A musia bunky vypnúť SOS 

dráhu kvôli zamedzeniu mutagenézy spôsobenej opravným systémom náchylným 

na chyby (Walker et al, 1985). Dráha týchto proteínov pomáha tolerovať 

medzireťazcové spojenia v D N A spôsobené mutagénmi ako cisplatina alebo U V 

žiarenie (Keller et al, 2001). Keďže SOS odozva môže byť zapnutá aj vypnutá, úloha 
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RecBCD môže spočívať vo vrátení bunky do stavu bez indukcie tejto odpovedi (Lloyd 

et Thomas, 1982). Tento enzým je taktiež zapojený do viacstupňového systému opráv 

a jeho deficit môže spôsobiť pretrvávajúce poškodenie ako zlyhanie replikačných 

vidličiek (Goodman et al, 2000). 

1.2.5. Opravy DNA po poškodení cisplatinou 

Oprava j ednovláknovej D N A sa deje troma excíznymi opravami a to 

nukleotidová excisná oprava (NER), oprava chybného párovania D N A (MMR) 

a bázová excízna oprava (BER). NER je opravný mechanizmus, ktorý odstraňuje 

objemné poškodenie D N A spôsobené okrem cisplatiny ale aj napr. U V svetlom. To 

indukuje v D N A adukty a to najmä cyklobutánový pyrimidínový dimér a 6,4-

fotoprodukty. Odstránenie cyklobutánového diméru pomocou N E R bolo prvýkrát 

popísané u Escherichia coli (Setlow et Carrier, 1964). N E R účinne organizuje 

odstránenie D N A lézií viacstupňovým systémom (Kisker et al, 2013). 

Proces NER je vysoko konzervatívny a môžeme ho opísať v niekoľkých 

krokoch: detekcia poškodenia, incízia, excízia a ligácia DNA. Pri prokaryotických 

organizmoch a u baktérií sú do opravného procesu zapojené proteiny UvrABC 

(Obr. 15). V prípade, že dôjde k zastaveniu R N A poľymerázy v mieste poškodenia 

D N A platinovým aduktom ako prvé sa poškodenie zistí pomocou UvrA proteinu, ktorý 

pracuje v súčinnosti s UvrB. Polymeráza môže byť z miesta uvoľnená pomocou TRCF 

faktora (transcriptional repair coupling factor), ktorý následne pomáha usmerniť UvrAB 

mašinériu k poškodenému cieľu. UvrA obsahuje dve domény viažuce ATP (Domény 1 

a 2). Prvá doména obsahuje dodatočné inzercie a to jednu zodpovednú za väzbu UvrB 

a druhú zodpovednú za väzbu na D N A (Timmins et al, 2009). UvrA sa viaže pomocou 

týchto inzercii k D N A a následne k UvrB a vytvára komplex detekujúci poškodenie 

DNA. Poškodenie kontroluje UvrB (Kisker et al, 2013), ktorý oddeľuje dva reťazce 

D N A aby sa overila poloha lezie. UvrA sa uvoľňuje z molekuly DNA. UvrB vytvorí 

tesné lešenie pre UvrC protein obsahujúci dve nukleázové domény štiepiace 

fosfodiesterové väzby (Kisker et al, 2013).Vytvorí sa komplex UvrBC. UvrC je 

zodpovedný za štiepenie nukleotidov na každej strane poškodenia D N A (Verhoeven et 

al, 2000). Komplex UvrBC je nahradený pôsobením UvrD a D N A polymerázy, ktoré 

spoločne odstraňujú poškodenie spôsobené UvrC. D N A polymeráza dosyntetizováva na 
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základe komplementárneho vlákna D N A medzeru, ktorá vznikla pôsobením 

proteínového komplexu UvrBC (Caron et al., 1985; Husain et al, 1985). Posledným 

krokom je uzatvorenie novo vytvorenej opravovanej oblasti D N A ligázou 

(Kiskereŕ al, 2013). 

UvrA 
AI Znl M C I B1 A2 M k t a 02 

I I I 1 i I II III II • lil II II 
10°BC ATPase moífs D Dlnsertion domains 

DN-terminal domain flĽnker region QC-terminal domam 

Obrázok 13: Domény UvrA proteínovprevzaté z Croteau et al.,2006 

UvrA je prvý zo 4 proteínov v kaskáde NER. Je počiatočným senzorom 

poškodenia. Afinita UvrA pre neporušenú D N A je len dvoj- až päťnásobne nižšia ako 

afinita pre poškodenú D N A (Croteau et al, 2006). UvrA patrí do skupiny 

ATP-viažucich super rodín ATPáz , ktoré spájajú hydrolýzu ATP s rôznymi bunkovými 

funkciami ako kondenzácia chromozómov, oprava D N A (Doolittle et al, 1986; Junop 

et al, 2001). Protein UvrA je zložený z dvoch polovíc oddelených linkerovou oblasťou 

(Croteau et al., 2006, Obr. 13). Sekvenčnou homológiou a mutačnou analýzou bola 

odhalená prítomnosť dvoch zinkových prstov typu C4 a dvoch ATP väzbových 

ATPázových domén (Doolittle et al, 1986). Každá doména ATPázy obsahuje motív 

Walker A a Walker B oddelený intervenujúcimi sekvenciami. Pred každým Walker B 

motívom je charakteristická signálna sekvencia, Leu-Ser-Gly-Gly. Vo vnútri 

intervenujúcich sekvencií Walker A a Walker B sú dva zinkové prsty (Croteau et al, 

2006). UvrA však nevykazuje žiadnu sekvenčne špecifickú väzbu na DNA. Viaže sa a 

rozpoznáva širokú škálu porúch D N A (Zou et al., 2002). 

I D*BC ATPase motifs OQlnsertion domains 
QN-terminal domam fjLmker region QC-terminai domam 

UvrB 
I II III IV V VI 

•a K 2 1b 1a 1b 1a 3 4 

Obrázok 14: Domény UvrB proteínov prevzaté z Croteau et al.,2006 

UvrB interaguje so všetkými zložkami systému: UvrA, UvrC, UvrD, D N A 

polymerázou a DNA. Je rozhodujúci pri druhej fázy rozpoznávania škôd. Podieľa sa na 

overovaní škôd a zostáva naviazaná na DNA. Vytvára pre-incizívny komplex, ktorý je 

rozpoznávaný UvrC (Croteau et al, 2006). UvrB sa skladá z piatich domén 

označovaných ako la, lb, 2, 3, 4 (Obr. 14). Tento protein je klasifikovaný ako člen 
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helikázovej rodiny (Machius et al, 2000). Aktivuje sa v prítomnosti UvrA, poškodenej 

D N A alebo pri špirálovitom vinutí domény 4 UvrB (VanHouten et al, 1988). Aktivita 

ATPázy UvrB je spojená s veľmi obmedzeným odvíjaním D N A vytěsněním do 22 

nukleotidov v závislosti od teploty topenia D N A (Gordienko et.al, 1997). UvrB 

nepoužíva domény na skenovanie pozdĺž reťazca, ale používa ich na rozpoznávanie 

deformácie D N A v miestach lézií, čo uľahčuje rozpoznávanie a incíziu UvrC 

(Croteau, et al, 2006). 

Protein UvrC je najmenší zo štyroch Uvr proteínov a obsahuje dve odlišné 

katalytické miesta. UvrC katalyzuje aj 3'aj 5' incízie. Každá z týchto incízií sa 

uskutočňuje pomocou odlišného katalytického miesta, ktoré sa môže inaktivovať 

nezávisle na seba (Verhoeven et al, 2000). C-koncová doména UvrB interaguje s UvrC 

(Hsu et al, 1995). Delécia tejto domény ruší incíziu sprostredkovanú UvrABC. 

Interakcia medzi doménou 4 a UvrC je nevyhnutná pre 3 'incíziu ale nie pre 

5'(Moolenaar et al, 1995). Ďalším znakom tejto domény je prítomnosť len jedného 

iónu kovu v aktívnom mieste koordinovaného kyselinou glutámovou a piatimi 

molekulami vody (Hsu et al, 1995). Reakcia UvrC s D N A začína hydrolýzou štvrtej 

alebo piatej fosfodiesterovej väzby na 3'konci. Nasleduje incízia na ôsmej 

fosfodiesterovej väzbe na lézií 5'konca. 

UvrD je helikáza patriaca do skupiny SF1 (superfamyli 1) a má širokospektrálnu 

úlohu pri opravách chybného párovania, replikácií, rekombinácií a NER (Dillingham 

2011). UvrD je zložený zo štyroch domén a to 1A, 1B, 2A, 2B. Hydrolýza ATP 

umožňuje translokáciu komplexu UvrD v smere od 3' k 5'na jednovláknovej D N A 

prostredníctvom špirály 1B UvrD (Ahn, 2000). UvrAB stimuluje aktivitu helikázy 

UvrD pri štiepení špecifickom pre UvrD (Atkinson et al, 2009). Syntéza 

komplementárneho vlákna D N A vyžaduje pôsobenie UvrD aj polymerázy 1. D N A 

polymeráza nevie pristúpiť pokiaľ sa neodstráni UvrC. UvrC sa odstraňuje pomocou 

UvrD (Husain et al, 1985). 
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Obrázok 15: Kaskádová reakcia UvrABC systému (Reardon, 
Sancar, 2001) 
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Excízna oprava je ovplyvnená aj naviazaním regulačných proteínov na DNA, 

zhutňovaním do chromatínu, replikáciou, rekombináciou a transkripciou. Transkripcia 

stimuluje excíznu opravu aj u ľudí aj u E. coli (Bohr et al, 1985, Mellon et al, 1987). 

Transkripcia je spojená s NER transkripčným-opravným faktorom (TRCF) kódovaným 

mfd génom (Selby et al, 1991). Transkripčný faktor má helikázový motív a funguje ako 

translokáza na R N A polymerázu (Park et al, 2002). TRCF rozpoznáva pozastavenú 

R N A polymerázu ako aj UvrA v komplexe UvrAB. Súčasne uvoľňuje polymerázu 

a naberá UvrAB komplex na mieste lezie. Po dodaní UvrAB do miesta lezie, 

transkripčný faktor oddisociuje (Sancar et al, 2004). 

Ďalší typom opravy je mechanizmus opravy chybného párovania M M R . Okrem 

rozpoznania chybného párovania, sa M M R proteiny podieľajú aj na rozpoznaní 

poškodenia D N A spôsobeného chemoterapeutickými činidlami ako cisplatina, 

karboplatina (Massey et al, 2003). M M R opravuje chyby vzniknuté pri syntéze DNA, 

čím napomáha k udržaniu stability genómu. Defekty v M M R oprave často vedú 

k vzniku rakoviny (Lynch et al, 2009). M M R môže sprostredkovať aj mutageneticitu 

chemoterapeutik ako cisplatina. Okrem korekcie post-replikačných chýb, M M R 

rozpoznáva aj lezie spôsobené alkylačnými činidlami (akým je aj cisplatina), ktoré 

spôsobujú nesprávne spárovanie, najmä T/G. No dráha M M R nieje schopná opraviť 

tieto lezie. Pretože M M R nahrádza bázu oproti aduktu cisplatiny a adukt zostáva 

nedotknutý (Lippard et al, 1996). Pretože sa M M R nepodarí léziu opraviť úplne, dráha 

sa spustí znova, čo vedie k márnemu cyklu. Tento neustály postup opravovania môže 

viesť k vytvoreniu dvojvláknových zlomov a k aktivácii signalizačných faktorov 

poškodenia DNA, vedúcich k spusteniu apoptózy (Rocha et al, 2018). U baktérií E. coli 

je poškodené miesto rozpoznané proteínom MutS. V eukaryotických organizmoch je 

nutný MutSa k oprave chybne spárovaných báz a ku vkladaniu jedno-bázovej delečnej 

slučky a MutSp opravuje pomocou jedno- alebo multi-bázovej inzerčnej delečnej slučky 

(Kunkel et al, 2005). MutS vykazuje väzbovú aktivitu voči poškodenej D N A 

chemoterapeutikami ako cisplatina (Sedletska et al, 2005). 

N-koncová časť MutS rozpoznáva chybné páry v DNA, zatiaľ čo C-koncová časť je 

zodpovedná za oligomerizáciu (Lamers et al, 2000, Obmolova et al, 2000). 

FFMG („High mobility group") proteiny sa selekčně viažu k D N A modifikovanej 

cisplatinou. Vyskytujú sa vo veľkom počte v jadrách eukaryotických buniek. Sú 
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súčasťou vytvárania vysoko organizovaných štruktúr v chromatíne (Reeves, Adair, 

2005). Proteiny obsahujú H M G box, ktorý umožňuje väzbu k DNA. Existujú dve rodiny 

H M G proteínov. Prvá skupina s jedným boxom a druhá skupina s dvoma a viacerými 

boxami. Viažu sa selektívne k l,2-d(GpG) IAC a l,2-d(ApG) IAC cisplatiny ale 

neviažu sa k 1.3-d(GpNpG) IAC a monofunkčným aduktom cisplatiny (Donahau et al, 

1990). Protein sa viaže na D N A v malom žliabku a ohýba dvojzávitnicu (Wu et al, 

2003). H M G sa pevne viaže na adukty a tak bráni ich odstráneniu opravnými 

mechanizmami bunky (Ohndorf et al, 1999). 

1.3. Ďalšie možné ciele cisplatiny 

Mnohé výskumy naznačujú, že D N A nie je výhradným cieľom všetkých 

platinových komplexov. Pre ich farmakologické a toxikologické vlastnosti sú dôležité aj 

iné biomolekuly ako RNA, fosfolipidy, peptidy a proteiny (Wang et al, 1996). Bolo 

napríklad publikované, že len 10 % cisplatiny z celkového množstva podaného liečiva 

sa naviaže na D N A a zvyšok liečiva je naviazaného na rôzne proteiny a molekuly RNA 

(Akaboshi et al, 1992). Boli taktiež študované modely interakcií medzi cisplatinou 

a nukleotidmi (Lippert, 1999). Purínové nukleotidy sú prítomné v bunkách 

a vykonávajú rôzne funkcie. Bolo preukázané, že Taq D N A polymeráza môže 

inkorporovať platinovaný dGTP nukleotid vytvárajúc platinovánu D N A (Benedetti et 

al, 2008). Cisplatina sa viaže aj na pyrimidín cCMP (cyklický cytidínmonofosfát) 

a vytvára makrochelátový komplex s pyrimidínovými N3 dusíkmi a fosfátovými 

O atómami (Oswald et al, 1998). 

V in vitro podmienkach bolo taktiež zistené, že cisplatina vykazuje vyššiu väzbu na 

R N A v bunkách ľudského cervikálneho karcinomu HeLa (Pascoe et al, 1974). Ďalšími 

testami bolo potvrdené, že cisplatina vo vodných roztokoch reaguje rýchlejšie s RNA 

ako s ssDNA (Papsai et al, 2008). Vyššia väzba cisplatiny na R N A v porovnaní s D N A 

bola potvrdená aj u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae (Hostetter et al, 2012). 

Cisplatina tiež reaguje s tRNA (Osborn et al, 2014) a platinácia tRNA u E. coli vedie 

k inhibícii aminoacylačnej reakcie (Papsai et al, 2007). Okrem narušenia translačného 

mechanizmu inhibíciou aminoacylačnej reakcie môžu interakcie cisplatiny a RNA 

prispievať k toxickým a terapeutickým účinkom prostredníctvom modulácie R N A 

procesov ako R N A zostrih (Schmittgen et al, 2003) či R N A interferencia (Hedman et 

al, 2003). Cisplatina sa viaže na špecifické sekundárne a terciálne štruktúrny R N A 
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a nasleduje tvorba medzi sieťových väzieb a pre-rRNA agregátov s vyššou molekulovou 

hmotnosťou (Danenberg et ah, 1991). Taktiež inhibovala zostrih ľudskej mRNA 

kódujúcej beta-globíny v jadrách HeLa buniek (Schmittgen et ah, 2003). Ukázalo sa, že 

platinácia interferujúcej siRNA, zapojenej do post-transkripčného umlčania génu, má za 

následok zníženie aktivity siRNA a tým aj znižuje umlčiavanie expresie génov 

(Hedman et al, 2003). 

Cytochróm c sa radí medzi malé proteiny používané ako experimentálne 

modely. Hemoproteínový cytochróm c je normálne umiestnený v mitochondriálnom 

medzimembránovom priestore, kde je zapojený do elektrónového transportu (Ow et 

al, 2008). Aplikovaním cisplatiny na cytochróm c sa vytvára monoadukt (Zhao et 

al, 2009). Je narušená konformácia a lokálne zloženie cytochrómu platináciou 

primárneho väzbového miesta (Zhang et al, 2012). 

Ďalším cieľom cisplatiny sú aj zinkové prsty, vďaka ktorým sa proteiny viažu na 

D N A a regulujú génovú expresiu. Cieľom je aj zinkový prst nachádzajúci sa v doméne 

D N A polymerázy A. Tento enzým je veľmi dôležitý pre presnú syntézu genetickej 

informácie. Štyri tiolové skupiny z cysteínových zvyškov koordinujú atóm zinku 

v zinkových prstoch. Cisplatina reaguje s iónom Z n 2 + postupne a nahrádza tak Z n 2 + ión 

v prste. Reakcia medzi zinkovým prstom a cisplatinou je rýchlejšia ako medzi 

cisplatinou a DNA. To znamená, že by zinkové prsty mohli byť cieľom cisplatinových 

liekov. Cisplatina mení štruktúru D N A polymerázy A, čím blokuje replikáciu D N A 

a spôsobuje bunkovú smrť (Makovec et al, 2019). 

Aktín je najrozšírenejší protein vo veľa typoch ľudských buniek. Polymerizácia 

aktínového monomeru (G-aktín) a depolymerizácia filamentózneho aktínu (F-aktín) 

patrí k základným molekulárnym procesom. Tieto procesy ovplyvňujú morfológiu, 

transport a cytokinézu. Cisplatinou ošetrené vzorky inhibovali polymerizáciu 

G-aktínu na F-aktín (Wang et al, 1996). Poškodenie F-aktínu cisplatinou v tubulárnych 

bunkách spôsobilo stratu stresových vlákien, následné oddelenie buniek a apoptózu 

(Kruidering et al, 1998). Cisplatina mení konformáciu F-aktínu z alfa helixu na P-list 

(Zeng et al, 1997). 

Fosfolipidy a membránové proteiny patria k hlavným zložkám bunkových 

membrán. Preto patria k prvým štruktúram, ktoré prídu do styku s liečivom. 

Experimenty s fosfolipidmi vo forme veľkých unilamelárnych vezikúl preukázali väzbu 

cDDP na negatívne nabitú kyselinu fosfatidovú, fosfatidylglycerol, fosfatidylserín, 
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fisfatidylinozitol a kardiolipín. Najčastejšia väzba bola pozorovaná za najvyššej 

koncentrácie pozitívne nabitých akvatovaných foriem cisplatiny, čo poukazuje na 

dôležitosť elektrostatickej interakcie medzi pozitívne nabitými komplexami platiny 

a negatívne nabitými fosfolipidmi. Reakcia fosfatidylglycerolu vo forme vezikúl 

s cDDP zvýšila teplotu prechodu medzi gélom a tekutinou. Následkom je spevnenie 

bunkovej membrány (Speelmans et al, 1996). Zmena membránovej fluidity ovplyvňuje 

fungovanie buniek čo prispieva k cytotoxicite cisplatiny (Baritaki et al, 2007). 

1.4. Komplexy na báze ďalších ťažkých kovov 

Ako bolo už povedané, liečba chemoterapeutikami na bázy platiny bežne 

používanými v klinickej praxi je spojená s mnohými nevýhodami a nežiadúcimi 

účinkami na organizmus pacienta. Preto je snaha vyvinúť látky s lepšími 

protinádorovými účinkami bez nevýhod spojených so súčasnou liečbou. Pozornosť sa 

teda upriamuje najmä na ďalšie komplexy kovov. Medzi biologicky účinné komplexy 

patria najmä zlúčeniny titánu, ruténia, medi, zlata, osmia a rodia. (Ott et Gust, 2007). 

Tieto prvky sa radia k prechodným a patria do bloku "d". Sú zaradené do skupín III-XII 

periodickej tabuľky (Pattan et al, 2012). Majú jedinečné vlastnosti, medzi ktoré patrí 

kolísanie náboja. Tieto prvky sa teda na základe prostredia alebo v koordinačných 

zlúčeninách môžu vyskytovať vo forme katiónu, či bez náboja. Vo vodnom roztoku 

tvoria pozitívne nabité ióny, ktoré sa môžu viazať na záporne nabitú D N A (Frezza et 

al, 2010). Kovové komplexy môžu agregovat' do širokej škály koordinačných 

geometrií, ktoré im dodávajú jedinečný tvar. Dĺžka, uhol väzby a koordinačné miesto sa 

líšia v závislosti od typu kovu a jeho oxidačného stavu (Haas et al, 2010). Existujú 

rôzne formy interakcie medzi kovom a ligandom. Zvyčajne vedú k tvorbe komplexov, 

ktoré sú jedinečné. Prechodné prvky kovov majú čiastočne naplnený d orbitál, preto 

majú variabilný počet elektrónov v plášti a teda aj elektrické a magnetické vlastnosti 

(Haas et al, 2010). 

Jedným z kovov, ktoré by mohli byť základom sľubných antineoplastických 

liečiv je titán. Jedná sa o kov hojne vyskytujúci sa v zemskej kôre. Titán sa radí 

k netoxickým kovom s historickými zmienkami o terapeutickej aktivite, vrátane 

nádorov. Jedna z prvých kovových zlúčenín so sľubnými protirakovinovými 

vlastnosťami bol titanocén dichlorid (Kopf et al, 1979). Účinnosť tejto látky bola 

preukázaná na myších modeloch s tumormi rôzneho pôvodu (Tarillion et al, 1997). 
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Titanocén dichlorid bol účinný aj na bunkách rezistentných na cisplatinu (Kurbacher et 

al, 1995) a jeho najväčšia výhoda spočíva v nižšej toxicite pri in vivo testoch účinnosti 

na ľudský pľúcny karcinom (Gerlach et Kopf-Maier, 1986). Po sľubných výsledkoch 

primárneho testovania bola látka podrobená klinickým skúškam. Tie však odhalili 

obmedzenú účinnosť voči nádorom rôznych typov a výrazné sprievodné vedľajšie 

účinky liečby u pacientov (Mross et al., 2000). 

Komplexy ruténia patria po cisplatine k najviac skúmaným komplexom 

s možným využitím v klinickej praxi vďaka ich nižšej toxicite a sľubným 

antiproliferačným účinkom. Výsledky mnohých štúdií naznačujú, že cieľom celej rady 

týchto komplexov je rovnako ako u látok na báze platiny D N A v jadre nádorových 

buniek. Vďaka oktaédrickej štruktúre niektorých komplexov ruténia (II a III), môžu 

tieto látky v porovnaní s klinicky využívanými platnatými komplexami s planárnou 

štruktúrou tvoriť s D N A nové typy interakcií (Čiarke et al, 1993). Vykazujú menšie 

toxické účinky v porovnaní s konvenčné používanou cisplatinou a účinkujú aj 

v nádorových bunkách rezistentných na cisplatinu (Coluccia et al, 1993). Jeden 

z prvých ruténiových komplexov, ktorý bol testovaný na protinádorový účinok bol 

komplex/ac-[Cb(NH3)3Ru]. Bol schopný inhibovať proliferáciu línie leukemických 

buniek s rovnakou mierou ako cisplatina (Čiarke et al, 1993). Ruténium patrí do 

rovnakej skupiny ako železo a preto vykazuje veľmi silnú afinitu k transferínu. Príjem 

sprostredkovaný transferínom je účinnejší, keď je tranferín nasýtený železom. Nádorové 

bunky prijímajú viac železa, transponovaného transferínom, kvôli ich rýchlemu deleniu 

čo zabezpečuje dostatočné nasýtenie a účinnejší príjem zlúčeniny bunkou. Ruténiové 

komplexy sa akumulujú v bunke aj vďaka tomuto transportnému mechanizmu (Pongratz 

et al, 2004). 

Meď je ďalším prvkom nevyhnutným v ľudskom tele pri množstve biologických 

procesoch a používaným pre syntézu nových látok s potenciálnym protinádorovým 

účinkom (Santini et al, 2014). Komplexy medi vykazujú v porovnaní s cisplatinou 

rozdielnu cytotoxickú účinnosť voči ľudským nádorovým bunkám a majú zrejme 

odlišný mechanizmus biologického účinku (Palma et al, 2014). Spektrum vlastností 

komplexov medi sa rovnako ako aj u ďalších ťažkých kovov mení v závislosti od typu 

pripojeného liganda. Bolo zistené že niektoré komplexy medi môžu napríklad 

napodobňovať superoxid dizmutázu. To je dôležitý antioxidačný enzým chrániaci 

bunky pred poškodením radikálovými superoxidami prostredníctvom ich dizmutácie na 
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netoxické molekuly (Khalid et al, 2013). V rámci in vivo štúdie s meďnatými 

komplexami bolo objavené, že tieto látky vykazujú zvýšenú cytotoxicitu na ľudských 

nádorových bunkových líniách v porovnaní s konvenčnými liečivami na báze platiny 

a predovšetkým vysokú selektivitu pre nádorové bunky (Shokohi-pour et al, 2015). 

Ďalším prvkom využívaným pri vývoji potenciálnych nových liečiv proti 

rakovine je zlato. Behom poslednej dekády bolo pripravených mnoho foriem 

komplexov zlata s Ugandami chlóru, brómu, síry alebo fosforu s cytotoxicitou 

preukázanou na nádorových bunkách (da Silva et al, 2014). Väčšina týchto komplexov 

zlata mala výrazný vplyv na bunkové línie rezistentné voči cisplatine. Bolo preukázané 

že komplexy zlata v oxidačnom stupni tri majú sľubné cytotoxické vlastnosti, ktoré sa 

prejavujú protinádorovým mechanizmom líšiacim sa od cisplatiny a to indukciou 

apoptózy cez mitochondriálnu disfunkciu (Zou et al, 2015). 

Ďalším z kovov využívaných pre návrhy a prípravu nových látok, ktoré by mohli 

byť použité ako chemoterapeutika je osmium. Komplexy osmia, ako napríklad 

[(n,6 -p-cym)Os(phen)Cl]PFô, hydrolyzujú pomalšie v porovnaní s cisplatinou 

a reaktivita závisí na ligandoch naviazaných na centrálnom atóme osmia rovnako ako 

u všetkých komplexov s iným ťažkým kovom ako centrálnym atómom (Peacock et 

al, 2007). Zväčša majú osmiové komplexy iné ciele nezje D N A no cieľom niektorých 

osmiových zlúčenín je jadrová D N A . Vyššie uvedená látka tvorí monofunkčné adukty 

na DNA, ktoré vedú k inhibícii transkripcie. Výrazným rozdielom je skutočnosť, že 

komplexy osmia s arénmi neohýbajú DNA. Poškodenie spočíva výhradne v rozvinutí 

D N A (Kostrhunova et al, 2008). 

Metalové komplexy rodia vykazujú preferenčnú aktivitu v bunkách deficitných 

na opravu nesprávneho párovania. Prvé štúdie, ktoré boli vykonané v in vitro 

podmienkach preukázali, že sa komplexy viažu na zle spárovanú D N A s vysokou 

afinitou (Jackson et al, 1999). Vďaka metódam krystalografie sa odhalila „inzercia" 

komplexu rodia A-Rh(bpy)2(chrysi)3+, ktorého Ugandy sa vkladajú priblížením k D N A 

zo strany malého žliabku. Ligand je vkladaný na miesto obsahujúce nesúladné báze, 

pričom sa vytláčajú zle spárované páre báz do veľkého žliabku. Toto vloženie má za 

následok konformačné zmeny v blízkosti inzercie (Zeglis et al, 2009). Dochádza 

k stérickej zrážke medzi pomocnými ligandmi a cukro-fosfátovou kostrou D N A (Barton 

et al, 1986). Cukro-fosfátová kostra D N A sa mierne otvára aby sa do nej umiestnil 

stéricky expanzívny ligand v mieste zle spárovaných báz (Zeglis et al, 2009). 
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Vytlačenie zle spárovaných báz vedie k veľkej lézii, ktorá sa dá ľahko rozpoznať in vivo 

metódami molekulárnej biológie. Táto lézia je pravdepodobne zodpovedná za 

selektívnu bunkovú smrť v bunkách, ktoré nemajú opravný mechanizmus zle 

spárovaných bází. Zistilo sa, že enantiomér (A-Rh(bpy)2(phzi)3+) ródiového komplexu 

spomenutého vyššie sa taktiež viaže na zle spárované bázy čo naznačuje, že biologická 

aktivita tohto komplexu je spojená s väzbou na poškodenú D N A (Zieglis et al, 2009). 

Počas in vivo štúdii bolo preukázané že oba zmienené komplexy inhibujú rast buniek 

s poškodením DNA. Po dlhšej inkubačnej dobe sú komplexy cytotoxické a indukujú 

nekrózu v testovaných bunkách (Ernst et al, 2011). Schopnosť komplexov zamerať sa 

len na poškodené bunky je pre ne špecifická. Bežne používané chemoterapeutika 

nerozpoznávajú poškodené a zdravé bunky, čo vedie k vzniku celej rady nežiaducich 

vedľajších účinkov (Carethers et al, 1996). 

Protirakovinová aktivita mnohých koordinačných komplexov na bázy platiny 

vychádza z ich schopnosti poškodiť DNA, vplyvom vzniku rôznych typov 

zosieťovacích väzieb a z následnej biologickej odpovedi na uvedené poškodenia 

vedúcich k smrti nádorových buniek (Johnson et al, 1989; Cohen et Lippard, 2001; 

Brabec, 2002). Komplexy na báze iných ťažkých kovov ako aj platinové zlúčeniny 

potenciálne využiteľné v protinádorovej terapii, môžu mať podobný mechanizmus 

účinku ako cisplatina a jej analogy, kde je D N A taktiež ich farmakologickým cieľom. 

S vývojom nových komplexov sú však identifikované aj odlišné spôsoby mechanizmu 

interakcie týchto látok s D N A a ich účinku v porovnaní s konvenčnými cytostatikami aj 

ďalšie možné biologické ciele pôsobenia daných zlúčenín. 

30 



2. Materiál a metódy 

2.1. Biologický materiál 

Escherichia coli K12 C C M 7929 z Českej kolekcie mikroorganizmov (CCM). 

2.2. Chemikálie : 

Kvasnicový extrakt LP0021 (Sigma-Aldrich), trypton (Sigma-Adrien), chlorid 

sodný (Penta), hydroxid sodný (Sigma-Aldrich), deionizovaná voda 

2.3. Použitý materiál, prístroje a softwér 

pH meter, autokláva Tuttnaver, bakteriálna kľučka, třepačka, liehový kahan, 

spektrofotometer Synergy Mx od firmy Biotek, Software Gen5; Quick Photo Camera 

3.2; GraphPad Prism (Prism Software), invertovaný mikroskop NIB-100 (Mikro) 

2.4. Metódy 

2.4.1. Kultivácia baktérií 

Na elektronickej váhe bolo odvážené 5 g kvasnicového extraktu, 10 g chloridu 

sodného (NaCl) a 10 g tryptonu. Po odvážení bolo pripravené L B médium z vyššie 

uvedených chemikálií, ktoré bolo doplnené na 103 ml deionizovanou vodou. Médium 

bolo prenesené na magnetickú miešačku nachádzajúcu sa v digestóriu. Po dôkladnom 

pomiešaní bolo zmerané pH média pomocou nakalibrovaného pH metru. Médium malo 

hodnotu pH 6,7. Požadovaná hodnota pre médium mala byť rovná približne 

fyziologickým podmienkam (7,5). Hodnota pH sa upravovala pomocou 5 mol/l roztoku 

hydroxidu sodného (NaOH). Výsledné pH média bolo 7,48. Takto pripravené médium 

bolo rozliate do štyroch sterilných erlenmayerových baniek, ktoré boli prikryté 

hliníkovou fóliou. Následne bolo médium autoklávované pri 121 °C 20 minút. 

V mikrobiologickom boxe bolo aseptický inokulované 25 ml L B média pomocou 

vyžíhanej bakteriálnej kľučky. Naším kmeňom baktérií bola Escherichia coli K12 C C M 

7929 z Českej kolekcie mikroorganizmov (CCM). Baktéria bola pred inokuláciou 

v tuhom médiu vpichu. Hrdlo skúmavky a baniek bolo pred prenosom vždy ošľahané 

v plameni z kahana. Skúmavka s E. coli bola uzavretá a inokulované médium bolo 

prenesené do třepačky nastavenej na 100 rpm a 37 °C. Baktérie boli kultivované cez 

noc. 
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2.4.2. Ošetrenie baktérií testovanými látkami 

K ošetreniu bakteriálnej kultúry boli použité cDDP a 1,3-DACH 

([Pt(l,3-diaminocyclohexán)Ci2]). Ako prvé boli pripravené koncentrované roztoky 

týchto. Tieto boli ďalej riedené kultivačným médiom pre dosiahnutie výsledných 

koncentrácií 90; 45; 22,5; 11,25; 30; 15; 7,5; 3,75 mol/l použitých pre ošetrenie baktérií. 

Tieto výsledné koncentrácie boli stanovené na základe predchádzajúcich experimentov 

s cDDP popísaných v odbornej literatúre. 

Na viečko doštičky s 96 jamkami boli napísané výsledné koncentrácie účinných 

látok uvedených vyššie. Merania boli uskutočnené pre koncentrácie 90; 45; 22,5; 11,25; 

30; 15; 7,5; 3,75 mol/l. Ďalšia jamka bola označená ako blank, ktorý obsahoval iba 

médium a nasledujúca bola jamka s nulovou koncentráciou účinnej látky avšak 

obsahujúcou baktérie v živnom médiu. Meranie sme opakovali triplicitne ako aj pre 

cDDP aj pre 1,3- D A C H . Do kónickej skúmavky so šróbovacím viečkom bolo 

napipetované automatickou pipetou 10 ml média a následne bolo pridané aseptický 100 

ul kultúry, ktorá bola kultivovaná cez noc. Následne sme napipetovali 100 ul čistého 

média do každej jamky v 96 jamkovej doštičke okrem jamky číslo 5, tam sme 

napipetovali 200 ul nakoľko sa jednalo o jamku s blankom. Čistou špičkou bolo 

odobrané 100 ul účinnej látky z koncentrovaného roztoku 90 mol/l a látka bola 

napipetovaná do prvej jamky. Obsah jamky bol jemne pipetou premiešaný a bolo 

prenesené z jamky číslo jedna 100 ul do jamky číslo dva. Tá bola opätovne premiešaná 

a bolo z nej prenesené 100 ul do tretej jamky. Tento postup bol zopakovaný aj pre štvrtú 

jamku, no odohraných 100 ul bolo vyhodených do biologického odpadu spolu so 

špičkou. Následne bolo napipetované 100 ul bakteriálnej kultúry do všetkých jamiek 

okrem jamiek číslo 5. Týmto bolo dosiahnuté požadované zriedenie účinných látok. 

Jamka číslo 6 bola kontrolná bez účinnej látky na porovnanie pôsobenia cDDP a 1,3-

D A C H na bakteriálnu kultúru. Doštička s jamkami bola prikrytá a bola zmeraná jej 

absorbancia pri vlnovej dĺžke 600 nm na spektrofotometri v čase T = 0. Po odmeraní 

absorbancie pomocou softwéra Gen5 a uložení dát bola doštička vložená do třepačky, 

ktorá bola nastavená na 30 °C a 80 rpm. Merania absorbancie boli opakované každých 

30 minút až po čas T = 330 min. 
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2.4.3. Pozorovanie baktérií a mikroskopia 

Po odmeraní absorbancie bola bakteriálna kultúra ošetrená účinnými látkami 

inkubovaná na trepačke (30 °C, 80 rpm) cez noc. Potom bolo na podložné sklíčko 

prenesené 5 ul bakteriálnej kultúry z jamky s najvyššou koncentráciou (45 mol/l), 

prikryté krycím sklíčkom a vykvapnutá bola naň kvapka oleja na imerzný objektív. 

Preparát bol vložený na stolček a baktérie boli pozorované pri zväčšení lOOx. Pomocou 

kamery pripojenej k mikroskopu a programu Quick Photo Camera 3.2 dodaného od 

firmy Promicra bolo pozorovanie odfotené. 

3. Výsledky a diskusia 

Úlohou predloženej práce bolo potvrdiť, čije D N A biologickým cieľom cDDP 

a komplexu 1,3-DACH na základe pozorovania vplyvu týchto látok na delenia baktérii 

E. coli, respektívne na ich filamentózny rast. Množenie baktérii je počas tohto 

experimentu najprv sledované v čase, keď sa pomocou spektrofotometra meria hodnota 

absorbancie pri optickej denzite ODÔOO. Nárast počtu baktérii spôsobí zvýšený 

zákal média, ktorý sa pri spektrofotometrických meraniach prejaví ako stúpajúca 

hodnota absorbancie. Meraním získame rastovú krivku batérii, z ktorej je možné 

zhodnotiť účinok zlúčenín na delenie baktérií. Baktérie ovplyvnené testovanou látkou 

môžu rásť pomalšie, čo je možné zistiť porovnaním vzoriek s neošetrenou kultúrou. 

V ďalšej fázy experimentu je potom pomocou svetelnej mikroskopie sledovaná indukcia 

filamentózneho rastu pri vzorkách ošetrených testovanými látkami (v našom prípade 

cisplatina a 1,3-DACH) a kontrolnou kultúrou neošetrenou žiadnymi zlúčeninami. 
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Efekt testovaných látok na rast baktérií E. coli sme vyhodnocovali pomocou 

údajov zo spektrofotometra. Exponenciálne rastúce baktérie boli ošetrené cDDP a 1,3-

D A C H (90-3,75 mol/l). Cisplatinu sme použili ako pozitívnu kontrolu. So znižujúcou sa 

koncentráciou cisplatiny rástli aj hodnoty ODÔOO, ČO pripisujem menšiemu účinku cDDP 

na rast, množenie a delenie baktérií. Koncentrácia cDDP 3,75 mol/l nevyvolala takmer 

žiadny rozdiel medzi neošetrenými a ošetrenými baktériami. Najvyššie spomalenie rastu 

baktérii ošetrených cDDP nastalo pri koncentrácii 30 mol/l (Graf č.l). 
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Graf č. 1 Účinok cDDP na rast baktérií E. coli pri koncentrácii 30 -3,75 mol/l 
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Pri komplexe 1,3-DACH \ ) 0 \ 0 vidieť neskoršiu odozvu na spomalenie množenia 

baktérií. Výraznejší rozdiel sme zaznamenali až pri čase T210 a to pri koncentrácií 

1,3-DACH 30 mol/l. Koncentrácie 15 mol/l a 7,5 mol/l splynuli dojednej krivky 

a nápodobné splynula aj neošetrená kontrolná kultúra s najnižšia koncentráciou 

1,3-DACH 3,75 mol/ l . Vyvodzujem z toho záver, že najnižšia koncentrácia 1,3-DACH 

nemala žiadny účinok na delenie baktérií. Úspešné zastavenie delenia nastalo iba pri 

koncentrácií 1,3-DACH 30 mol/l. 1,3-DACH po začatí inhibície rastu spôsobilo 

stagnáciu rastu krivky (Graf č. 2). Pri porovnaní oboch aktívnych látok a kontroly 

môžeme vidieť, že cDDP má rýchlejší a vyšší účinok na spomalenie množenia buniek 

(Graf č. 3). 
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Graf č. 2: Účinok 1,3-DACH na rast E. coli pri koncentrácií 30-3,75 mol/l 
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Graf č. 3: Pozorovanie vplyvu na rast baktérií E. coli pri koncentráciách 
cDDP a 1,3-DACH 30 mol/l a kontroly 

Nakoľko výsledky pre 1,3-DACH vykazovali pri použití vyššie uvedených 

koncentrácii tohto komplexu nižšiu účinnosť v inhibícii množenia v porovnaní s 

cDDP, baktérie sme ošetrili aj vyššou koncentráciu aktívnych látok (90-11,25 mol/l). 

Znova bola použitá cisplatina ako aktívna kontrola a kultúra s nulovou koncentráciou 

testovaných látok na porovnanie. 

Graf č. 4 pre 1,3-DACH ukazoval úspešné spomalenie množenia a delenia 

baktérií pomocou tohto komplexu. Najúčinnejšia bola najvyššia koncentrácia (90 mol/l). 

Spomalenie množenia bolo, v porovnaní s vyššie uvedenou koncentráciou v grafe č. 3, 

intenzívnejšie a výraznejšie pri zvýšenej koncentrácii. Rozdiel medzi nulovou 

koncentráciou a ošetrenými kultúrami bol zreteľný. 
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Graf č. 4: Vplyv vyšších koncentrácii 1,3-DACH (90-11,25 mol/l) na rast baktérií E. coli 

Cisplatina pri koncentrácií 45 mol/l ovplyvňovala množenie kultúry s najväčšou mierou. 

Účinok sa dostavil už od času TÔO, kde sme mohli vidieť výrazné odklonenie od hodnôt 

s nulovou koncentráciou. Baktérie pri koncentrácií 90 mol/l sa nemnožili, čo naznačuje 

že táto koncentrácia bola privysoká a mohla spôsobiť úhyn bakteriálnej kultúry 

(Graf č. 5). Na rozdiel od cisplatiny, koncentrácia 90 mol/l 1,3-DACH sa neprejavila 

ako privysoká a nespôsobila úplnú inhibíciu množenia baktérií viď graf č. 4 

Čas [min] 

Graf č. 5: Účinok cDDP na rast baktérií E. coli pri koncentrácii 90-11,25 mol/l 
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Na ďalšie porovnávanie sme na základe výsledkov uvedených vyššie vybrali 

koncentráciu 45 mol/l 1,3-DACH a cDDP ako aktívnu kontrolu. Cisplatina aj naďalej 

ukazovala vyššiu inhibičnú schopnosť pri množení baktérií. 1,3-DACH komplex ukázal 

zastavenie množenia no s nižšou mierou. Pri rovnakej koncentrácii ukazuje cisplatina 

vždy vyššiu inhibíciu delenia (Graf č. 6). 
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Graf č. 6: Porovnanie č. 2 45 mol/l cDDP, 1,3-DACH a neošetrená kontrola 
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Graf č. 7: Porovnanie cDDP; 1,3-DACH a kontroly, koncentrácia 15 mol/l 
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Pri porovnávaní koncentrácie 15 mol/l sme nespozorovali veľký rozdiel medzi 

aktívnymi látkami (Graf č. 7). Tieto výsledky ukazujú aká dôležitá je správna 

koncentrácia jednotlivých komplexov. Ich účinok sa prejavuje až pri vyšších 

koncentráciách. 

Vďaka výsledkom zo spektrofotometra sme očakávali úspešnú indukciu 

filamentačného rastu v bakteriálnej kultúre ošetrenej cisplatinou a 1,3-DACH nakoľko 

obe spôsobili spomalenie delenia buniek. Filamentačný rast sme pozorovali v oboch 

prípadoch. V prípade cisplatiny boli filamenty dlhé a zaznamenali sme ich pri veľkom 

počte baktérií. Filamenty mali dĺžku od niekoľko desiatok mikrometrov až po menšie 

predĺžené bunky. Pozorovali sme aj bunky, ktoré neboli filamentované a odpovedali 

štandardnej veľkosti, no v menšom počte ako filamentované bunky pri ošetrení kultúry 

cisplatinou. Toto mohlo byť spôsobené spustením opravných mechanizmov v bunkách. 

Z pozorovania vyvodzujem, že cisplatina po 24 hodinách inkubácie úspešne indukovala 

filamentačný rast buniek E. coli (Obrázok č. 16, 17). 

Obrázok 16: Filamenty E. coli vzniknuté po aplikovaní 45 mol/l cDDPl 

39 



Obrázok 17: Filamentované bunky E. coli vzniknuté po ošetrení 45 mol/l 
cDDP 

Komplex 1,3-DACH indikoval väčšie zachovanie delenia pri najvyššej koncentrácii 

v porovnaní s cDDP. Preto sme predpokladali, že pri pozorovaní pod mikroskopom 

budú zistené menšie filamenty a väčší počet buniek, ktoré si zachovali svoju prirodzenú 

veľkosť. Na obrázkoch č. 18 a 19 môžeme pozorovať veľmi dlhý filament, tiahnuci sa 

cez celý obraz. Takýchto buniek sme zachytili niekoľko. Preto usudzujeme, že komplex 

1,3-DACH úspešne indukoval filamentačný rast. Zvyšné bunky boli predĺžené, no 

s menšou mierou, čo možno pozorovať na obrázku č. 20. Taktiež sme mohli pozorovať 

väčší počet buniek, ktoré mali svoju pôvodnú veľkosť. Z tohto vyvodzujem, že 

pôsobenie komplexu spôsobuje bunkám menší stres a preto je indukcia filamentácie 

menšia v porovnaní s cDDP. Pre kontrolu sme spravili mikroskopické pozorovanie 

kontrolnej kultúry neošetrenej testovanými látkami. Vo vzorkách boli nájdené 

životaschopné bunky E. coli prirodzenej veľkosti. Kontrolu môžeme pozorovať na 

obrázku č. 21. 
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Obrázok 18: Filament E. coli vzniknutý po ošetrení bakteriálnej kultúry 
90 mol/l komplexu 1,3-DACH 



Obrázok 20: Bunky E. colipo ošetrení bakteriálnej kultúry 90 mol/l 1,3-DACH 



Dodatočne sme testovali ďalšie dva platinové komplexy 7?-[Pt(l,ľ-binaphthyl-

2,2'-diaminodichlorido)Cl2] (komplex 003: Ä-[Pt(DABN)Cl2]) 

a S-[Pt(l,l ,-binaphthyl-2,2 ,-diaminodichlorido)Cl2] (komplex 005: S-[Pt(DABN)Cl2]) 

dodané od profesora Bednarski (Ernst-Moritz-Arndt University of Greifswald, 

Nemecko). V štúdií publikovanej profesorom Bednarski a spol. bolo preukázané, že oba 

komplexy (003 a 005) sa úspešne viažu na teľaciu D N A no s nižšiu mierou ako 

cisplatina. Taktiež zhodnotili, že D N A je cieľovým miestom pôsobenia týchto 

komplexov (Sorensen et al, 2018). Nami namerané výsledky nepodporujú tieto závery. 

Meranie rastu bakteriálnej kultúry ošetrenej komplexom 003 s koncentráciou 

v rozmedzí 90-11,25 mol/l nepreukázalo takmer žiadny rozdiel oproti kontrolnej 

kultúre, ktorá nebola ošetrená žiadnou zlúčeninou. Teda usudzujeme, že tento komplex 

nemá žiadny účinok na rast a delenie baktérii E. coli (Graf č. 8). Komplex 005 taktiež 

neukázal signifikantnú zmenu oproti kontrolnej neošetrenej kultúre baktérii a to ani pri 

koncentrácii najvyššej použitej koncentrácie 90 mol/l (Graf č. 9). Inhibícia delenia bola 

pri komplexe 005 väčšia ako pri komplexe 003, no rozdiel medzi kontrolou 

a komplexami bol omnoho menší ako pri cisplatine a komplexe 1,3-DACH pri tej istej 

koncentrácii 90 mol/l (grafy č. 4 a 5, viď vyššie). 
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Graf č. 8: Vplyv komplexu 003 na rast bakteriálnej kultúry E. coli pri koncentráciách 
90-11,25 mol/l 
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Graf č. 9: Vplyv 005 komplexu na rast bakteriálnej kultúry E. coli pri koncentráciách 
90-11,25 mol/l 

Skutočnosť, že tieto komplexy (003 a 005) neindukujú filamentačný rast sme potvrdili 

aj pozorovaním baktérii ošetrených 45 mol/l týchto komplexov (Obrázok č. 22, 23) 

a rovnaké výsledky boli dosiahnuté aj pri pozorovaní vzoriek ošetrených najvyššími 

koncentráciami testovaných látok. Nakoľko nami získané výsledky sú v rozpore s výsledkami 

zistenými v štúdii prof. Bednarski, usudzujem že komplexy majú odlišný účinok na bakteriálne 

bunky E. coli a ľudský karcinom lymfatických uzlín testovaný v spomenutej štúdii. 

Mechanizmus účinku komplexov 003 a 005 je odlišný od cisplatiny, čo môže byť jeden 

z dôvodov prečo boli komplexy pri bakteriálnych bunkách neúčinné. Baktérie majú rozdielny 

opravný mechanizmus DNA ako ľudské bunky vďaka čomu sa bakteriálne bunky s týmito 

komplexami mohli vysporiadať a tak nemali žiadny účinok na delenie a rast bakteriálnej kultúry 

(Sorensen et al, 2018). 

44 



Obrázok 22:Filament E. coli vzniknutý pri ošetrení bakteriálnej kultúry 
45 mol/l komplexom 003 

Obrázok 23:Filament E. coli vzniknutý pri ošetrení bakteriálnej kultúry 45 mol/l 
komplexom 005 
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Cieľom práce bolo pozorovať účinok komplexov cisplatiny a 1,3-D A C H na 

filamentačný rast baktérií E. coli a stanoviť, či je D N A biologickým cieľom tohto 

nového platinového komplexu. Filamentačný rast bol pozorovaný pomocou svetelnej 

mikroskopie. Vzorky ošetrené cisplatinou preukázali morfologickú zmenu baktérií 

vedúcu k vzniku dlhých filamentov, čo korešponduje so štúdiou zaoberajúcou sa 

efektom monofunkčných platinových zlúčenín publikovanú Johnstonom a kolektívom 

v roku 2014. Filamentačný rast nastáva, keď je bunka vystavená stresu. Filamentácia je 

výsledkom zastavenia delenia u tyčinkovitých baktérií no zvyšné bunkové procesy 

prebiehajú. Rast pokračuje čo spôsobí predĺženie týchto buniek. Rýchlosť rastu sme 

testovali meraním turbidity v priebehu času. Nárast počtu buniek vo vzorkách 

ošetrených cisplatinu (45 mol/l) bol výrazne nižší ako nárast počtu buniek v kontrolnej 

vzorke bez akéhokoľvek komplexu. Tento údaj korešponduje so všeobecnou 

schopnosťou cDDP inhibovať delenie buniek a s jej protirakovinovými účinkami 

(Johnstone et al, 2014). Zlúčenina 1,3-DACH vyvolala pri rovnakých koncentráciách 

menej výraznú inhibíciu delenia. Avšak kultivácia pri najvyššej koncentrácii 1,3-DACH 

(90 mol/l) nepreukázala úhyn baktérií ako cisplatina pri rovnakej vysokej koncentrácii. Z čoho 

vyvodzujem, že 1,3-DACH spôsobuje menší stres bunkám E.coli. 
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4. Záver 

V bakalárskej práci sme sa zaoberali efektom nového platinového komplexu 1,3-DACH 

na delenie a rast baktérií Escherichia coli. Pomocou merania rastových kriviek 

a svetelnej mikroskopie sme zistili, že uvedený komplex spôsobuje pri vysokých 

koncentráciách spomalenie delenia bakteriálnych buniek a vyvoláva filamentózny rast 

baktérii. Ďalej po zrovnaní s literatúrou usudzujem, že pravdepodobným biologickým 

cieľom tohto komplexu je D N A nakoľko filamenty boli dlhé a vyskytovali sa v celej 

pozorovanej vzorke. Vzorky (bakteriálna kultúra E.coli) ošetrené cisplatinou, ktoré 

slúžili na porovnanie, vykazovali početnejšie morfologické zmeny a výraznejšiu 

inhibíciu delenia baktérií. Táto skutočnosť potvrdzuje, že D N A je jej biologickým 

cieľom. 
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5. Zoznam použitých skratiek 
cDDP - cisplatina 
D A C H - diaminocyklohexán 
Ctrl - control transporter 1; transportér medi 1 
IAC - intrastrand crosslink; vnútroreťazcový mostík 
IEC - interstrand crosslink; medzireťazcový mostík 
RecBCD - enzým u baktérii spúšťajúci rekombinančné opravy D N A 
NER - nucleotide excision repair; nukleotidová excízna oprava 
M M R - D N A mismatch repair; oprava chybného spárovania báz 
BER - base excision repair; bázová excízna oprava 
UvrABC - multienzýmový komplex v baktérii E. coli 
TRCF - opravný transkripčný faktor 
H M G - high mobility group protein; protein s vysokou mobilitou 
DMSO - dimetylsulfoxid 
RP-HPLC - kvapalná chromatografia s reverznou fázou 
L B médium - Luria-Bertani médium 
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